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Introduccion. Los sistemas termo-inducibles son muy
utilizados para producir proteinas recombinantes en E.
coli ya que poseen un promotor muy fuerte y eficazmente
reprimido a 30°C. Esto permite el cultivo a alta densidad
celular antes de inducir la sintesis de la proteina por
incremento de la temperatura hasta 42°C. El incremento
de la temperatura y la fuerza del promotor, sin embargo
causan un fuerte impacto negativo en la fisiologia de E.
coli, que deja de crecer y sintetizar la proteina, a la vez
gue aumenta la sintesis de productos toxicos (acetato,
lactato, formato y succinato)’. En este documento se
reporta la termo-induccion por oscilaciones de
temperatura como una alternativa no solo para mejorar
las respuestas fisioldgicas y metabdlicas de E. coli, sino
también la produccién de la proteina de interés.

Metodologia. Cultivos a alta densidad celular de E. coli
productora de preproinsulina humana (PPI) transformada
con el sistema Ap /cl857 fueron inducidos a temperatura
Cte. de 42 °C u oscilante: 42-37 °C o0 42-30 °C (figura 1).
Al mismo tiempo, los cultivos fueron alimentados con
cualquiera de las tres estrategias de alimentacion
siguientes: 1) exponencial para mantener una p=0.08 h™
(baja), 2) lineal con G=0.125 g/min de glucosa (media) y
exponencial para mantener una u=0.12 h™ (alta)(figural).
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Figura 1 Cinética tipica de la produccion de PPl en cultivos a
temperatura Cte. de 42 °C (m) y oscilante (o). Valores maximos
de acumulacién de biomasa y PPI (B, C y D) y acetato, lactato,
formato y succinato)(E, F, G y H) en cultivos inducidos a
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Figura 1 Estrategia de induccién (A): —— Temp. Cte. 42 °C;
- - - Temp. Oscilante 37-42 °C; Temp. Oscilante 30-42 °C.
Estrategia de alimentacion (B).

Resultados. Los cultivos inducidos por oscilaciones de
temperatura produjeron PPI a velocidades menores que
los correspondientes a 42°C (figura 1A), por lo que fue
necesario incrementar el periodo de induccién a 16
horas; tiempo durante el cual, los cultivos oscilados
acumularon mayores cantidades de biomasa y PPI
(figura 1B,C y D). Esto se reflejé en una menor obtencién
de acetato, lactato, formato y succionato en los cultivos
oscilados (figura 1E, F, G y H). Los cultivos alimentados

temperatura Cte. de 42 °C(barras negras) u oscilante entre 42 y
37 °C (Barras blancas) 042y 30 °C (barras moteadas).

Conclusiones. La induccidn con oscilaciones de
temperatura disminuye los efectos fisiologicos vy
metabdlicos negativos de la induccién a 42°C. Esto se
reflej6 en una mayor produccion de biomasa y PPI.
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